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細胞外 プ リン ・ピリミジン化合物が作用 する受容体 は,ア デノシンを認識 するアデノシ ン(Pl)受 容体
と,ATp,ADp,UTp,UDp,diadenosinepolyphQsphates等 を刺激薬 とす るP2受 容体 に大別 される。アデ
ノシン受容体 はA1,A、A,A2B及 びA3受 容体 の4種 類 に分類 され,A1及 びA3受 容体 は主 にG、!。と,A、 、及 び
A、B受容体 はG、 と連関す る7回 膜貫通 型受容体 である。一方,P2受 容体 は非選択性陽 イオ ンチ ャネルを形
成す るP2X受 容体 と,G,と 連関 しphospholipaseCを 活性化す るP2Y受 容体 に二分 されてお り,P2X受 容体
はP2Xl～P2X,の7種 類,P2Y受 容体 は哺乳類 の場合P2Y1,P2Y、,P2Y、,P2Y6及 びP2Yl1の5種 類 が知 られ
ている。様 々な機構 に よ り細胞 か ら遊離 されたATPは,ecto-nucleotidasesと 総称 され る一連 の細胞外 ヌク
レオチ ド代謝酵素群 によ り速 やかにアデノシンに代 謝 され,ア デノシン受容体 の刺激薬 になる。
しか し,ATPの 生理応答 の中 には,既 存 のP2受 容体 を介 した反応 と しては説明で きない現 象 も多数報
告 されてい る。その代 表例 として,ア デノシン受容体拮抗薬 に感受性 を有す るATPの 応 答が挙 げ られ る。
このATPの 応 答 は,代 謝 されて生 じるアデ ノシ ンの効 果 を消失 させ るアデノ シンデア ミナ ーゼ(ADA)
存在 下で も起 こるこ と,非 水解性ATPア ナ ログがATPと 同等 の効力 を有 す る,な どの特徴 を有 してい る
が,そ の応答発 現機構 は未 だ明 らかで はない。一般 に,ア デノシン受容体拮抗薬感受性 のATPの 応答が見
られ る場合 には,ア デノシ ン刺激 に よって もATPと 同様 の応答が惹起 され る。 このため,ATPの 生理応
答発現機構 を検討 する場合,ア デノシ ン受容体 を介 した反応 との区別が必ず しも容易 ではない。これ まで,
アデノシ ン受容体 拮抗薬感受性 のATPの 応答発現機構 につい ては,ATPか ら代謝 された アデノシ ンが受
容体 を刺激す るとい う説,ア デニ ンヌク レオチ ドが直接 アデ ノシン受容体 を刺激す る とい う説,ま た,リ
ガン ド特 異性 の異 なる新規 プ リン受容体 が発現す る とい う説な ど様 々な推測が なされてい る。
神経系モデ ル細胞 として汎用 され るNG108-15細 胞で も,特 徴 あ るATPの 応答 が観察 される。本細胞 で
は細胞外ATPに よ り細胞 内カル シウム濃度 上昇が生 じるが,同 時 にcyclicAMpレ ベ ルの上 昇が起 こる。
このcyclicAMP上 昇 は アデノ シン受容体拮抗薬 に感受性で あるが,ADA存 在宇 で も消失 しない。 また,
cyclicAMP上 昇 を もた らす刺 激薬の選択性が従 来のP2受 容体 とは異 なるこ と,さ らに,従 来 よ りP2x受
容体刺 激薬 と して知 られる β,γ一methylene-ATP(β,γ 一MeATP)が カルシウム濃度 には影響 を与えず,特
異的 にcyclicAMP上 昇 のみ を惹起 す ることか ら,従 来 のP2受 容体 を介 す る反応 とは異 なるこ と炉示唆 さ
れていた。本NG108-15細 胞 は培養細胞 である ことか ら,ア デノシ ン受容体拮抗薬 に感受性 のATPに よる
生 理応答発 現機構 を解析す る上で有用 なモデル と考 え られた。そ こで,本 研 究 ではNG108-15細 胞 におけ
る細胞外ATPに よるcyclicAMP上 昇機構 の解析 を行 い,生 体 内 におけ るATPの 生理応 答:発現機構の解 明
を目的 とした。
アデ ニンヌクレチオ ドによるcyclicAMP上 昇の薬理学 的特豫
(1)細 胞 内cyclicAMP上 昇 に対す るアデノ シン及 びP2受 容体 拮抗薬 の効果
アデニ ンヌ クレチオ ドのcyclicAMP上 昇機構 を薬理学的 に解析す るため,ア デニ ンヌク レチオ ドとして
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β,γ 一MeATP,A、 、受 容 体 刺 激 薬 と してCGS21680を 用 い,そ れ ら のcyclicAMP上 昇 に対 す る 各 種 プ リ ン 受
容 体 拮 抗 薬 の 効 果 を比 較 検 討 し た 。 β,γ 一MeATP及 びCGS21680に よ るcyclicAMP上 昇 は 各 種 ア デ ノ シ ン
受 容 体 拮 抗 薬 に よ っ て と も に 抑 制 さ れ,拮 抗 薬 の 効 力 順 位 は 両 者 で 同 じで あ っ た 。 ま た,alloxazineは β,
γ一MeATPの 反 応 の み を 抑 制 し た 。 一 方,PPAbS等P2受 容 体 拮 抗 薬 は β,γ 一MeATPに よ るcyclicAMP上
昇 の み を 抑 制 し,CGS21680に 対 し て は 作 用 を 示 さ な か っ た 。 ま た,ecto-5'一nucleotidase阻 害 薬 α,β 一
methylene-ADP(α,β 一MeADP)は β,γ 一MeATPに よ るcyclicAMP上 昇 に 影 響 を 及 ぼ さ な か っ た 。 以 上 よ
り,ア デ ニ ン ヌ ク レ チ オ ド に よ るcyclicAMP上 昇 はA、、受 容 体 へ の 直 接 刺 激 と は 異 な る 機 構 で 惹 起 さ れ,
ecto-5'一nucleotidaseは 関 与 し な い も の と考 え ら れ た 。
(2)AMPア ナ ロ グ に よ るcyclicAMP上 昇 効 果
AMPの2位 及 び3位 に リ ン酸 基 を 有 す るadenosine2'一monophosphate(A2P),adenosin3'一monophosphate
(A3P),phosphosulfate残 基 を 有 す るadenosine5'一phosphosulfate(A5PS)な ど のAMPア ナ ロ グ は,β,γ 一
MeATPの 場 合 と 同 様,細 胞 内 カ ル シ ウ ム レ ベ ル に は 影 響 せ ずcyclicAMP上 昇 を も た ら し た 。 こ の 作 用 は
ア デ ノ シ ン受 容 体 拮 抗 薬 及 びP2受 容 体 拮 抗 薬PPADSの い ず れ に よ っ て も抑 制 さ れ た 。 ま た,AMPア ナ ロ
グ に よ るcy61icAMP上 昇 はecto-5'一nucleotidase阻 害 薬 に よ っ て 影 響 さ れ な か っ た 。 一 方,NG108-15細 胞 の
親 株 のN18TG-2細 胞 に はA、 、及 びA、 、受 容 体 の 、発現 が 認 め ら れ た が,こ の 細 胞 で は ア デ ニ ン ヌ ク レ オ チ ド
やAMPア ナ ロ グ に よ るcyclicAMP上 昇 は 見 ら れ な か っ た 。 以 上 よ り,AMPア ナ ロ グ は,β,γ 一MeATPと
同 様,直 接A、 受 容 体 を 刺 激 す る 効 果 を有 して お'ら ず,そ れ 以 外 の 機 構 を 介 し てcyclicAMP上 昇 を促 進 す
る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。
(3)CyclicAMP上 昇 に対す る5Lp-nuorosulfonylbenzoyladenosine(FSBA)の 効果
FSBAはATP結 合部位 を認識 し修飾作 用 を有 す ることか ら,ATP結 合蛋 白質の解析 に用い られ て きた化
合物 である。FSBAはATPや β,γ一MeATPに よるcycl孟cAMP上 昇 を濃度依存 的に,前 処理時 間依存的 に抑
制 し,そ の作用様式 は非可逆的で あった。 また,FSBAはNG108-15細 胞 に発現す る他 のP2受 容体 には影
響 を及 ぼさず,G、1。を介するアデニル酸 シクラーゼ抑制系 にも作用 を示 さなかった。FSBAの 前処理時 に過
剰 の β,γ一MeATPを 加 え るとFSBAの 効果 は消失 す ることか ら,ATPとFSBAは 同一の結合部位 を認識 し
てい ることが明 らかになった。
NGIo8-15細 胞 における細胞外 アデニ ンヌク レオチ ド代 謝:局 所的 アデノ シン生成 と細胞 内cyclicAMP
上昇 との関連
NG108-15細 胞 における細胞外 アデニ ンヌク レオチ ド代謝 を検討 した ところ,細 胞外液 に添加 したATP
は時 間依存 的 にADP,AMP,ア デノシ ンへ と代謝 された。ATPの み な らず,細 胞 内cyclicAMP上 昇促進
効果 を有す る β,γ一MeATP,AMP,A3Pは,全 てecto-nucleotidasesに よる代謝 を受 け,細 胞外 アデノシ ン
を供 給す るこ とが 明 らか に なった。 これ らアデ ニ ンヌ ク レオチ ドか らの アデ ノシ ンの生 成 は,ecto-5'一
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nucleotidase阻 害薬 の α,β一MeADPで は影響 されなか ったが,P2受 容体拮抗 薬のPPADSに よって抑制 され
た。RT-PCR法 によ りNG108-15細 胞 にはecto-phosphodiesterase/pyrophosphatase1(PDNP1)の 発 現が認 め ら
れ,ATPや β,γ一MeATPか らAMPの 生成 を媒介す るこ とが示唆 され た。 しか し,AMPか らアデノシ ンへ
の変換 を媒介す るecto-5'一nucleotidaseは 発 現 していなかった。 したが って,こ の細胞 に存在 す るアデノシ
ン生成酵 素 はecto-5'一nucleotidaseと は異 な り,α,β 一MeADPに 非感受性で,PPADSに 感受性 を示 し,5位
以外 のリ ン酸基 も認識 して代謝す るこ とが示唆 された。 また,ア デニンヌ クレオチ ドではcyclicAMP上 昇
を示 さないN18TG-2細 胞の細胞外 ヌク レオチ ド代謝 について検:討した ところ,ア デノシン生成 が全 く起 こ
らない こ とが見 い出 された。NGlo8-15細 胞 にお け るアデニ ンヌ クレオチ ドのcyclicAMP上 昇効 果 は,
ADA存 在下 で観察 している ことか ら,代 謝 されて生 成 したアデノ シンがADA存 在下 におい て も細胞膜上
に存在す るか否か検:討した。[3H]ATPを 細胞外液 に添加す る と,ADA存 在下で も,生 成 された[3H]ア
デ ノシ ンが細胞膜上 に濃縮 して存在 している ことが明 らか になった。以上 の ことか ら,NGIO8-15細 胞 に
お けるアデニ ンヌク レオチ ドによるcyclicAMP上 昇効 果 と細胞外 アデニ ンヌクレオチ ド代謝 は,密 接 に関
連 してい ることが示唆 され た。
ま とめ
NGiO8-15細 胞 において,ア デニ ンヌク レオチ ドによるcyclicAMP上 昇 は,β,γ 一MeATPやAMPア ナロ
グが刺激薬 として作用 し,ADAま たはecto-5、nucleotidase阻 害薬存在下で も生 じた。 また,FSBAは アデニ
ンヌク レオチ ドによるcyclicAMP上 昇 を抑制す る効果 を有 した。 したが って,こ のcyclicAMP応 答 は,ア
デニ ンヌク レオチ ドそれ自身が刺激薬 となる,既 存 の プリン受容体 とは異 なる受容体 を介す る現象 と当初
考 え られた。 しか し,細 胞外 ヌクレオチ ド代謝 について詳細 に検討 した ところ,本 細 胞 におけ るアデ ノシ
ン生成 に関す る酵素 は α,β一MeADP非 感受性 であ るこ と,ま たPPADSは 受容体 レベルで はな く細胞外 ヌ
ク レオチ ド代 謝 の 阻害薬 と して機 能 してい る こ とが 明 らか にな りた。更 に,生 成 す るアデ ノ シ ンは,
ADA存 在下 におい て も,細 胞 膜上 の局所 に濃縮 して存在す るこ とが見い出 された。以上 よ り,本 細胞 で
は従来知 られていたecto-5tnucleotidase以 外 のアデノシン生成酵素が発現 し,細 胞外 ヌ クレオチ ド代謝 に よ
って局所的 に生成 したアデノシ ンが,効 率 的にA、、受容体 を刺激 してcyclicAMP上 昇 を もた らす と考 え ら
れた。今回の結果は,ア デノシ ン受容体 阻害薬感 受性 のATP応 答惹起機構 の詳細 を明 らか にする糸 口にな
ると考 えられる。
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審 査 結 果 の 要 旨
細胞外 プ リン ・ピリ ミジン化合物が作用す る受容体 は,ア デノシ ンを認識す るアデ ノシン(Pl)受 容体
と,ATP等 を刺 激薬 とす るP2受 容体 に大別 される.。アデ ノシ ン受容体 はAl,A、 。,A、、及 びA、受容体 の4
種類 に分類 され,A1及 びA,受 容体 は主 にG、ノ。と,A、A及 びA、、受容体 はG、 と連 関する7回 膜 貫通型 受容体 で
ある。一方,P2受 容体 は非選択性陽 イオ ンチャネルを形成す るP2X受 容体 と,G。 と連関 しphospholipaseC
を活性化 するP2Y受 容体 に二分 され てい る。ATPの 生理応答の 中には,既 存 のP2受 容体 を介 した反応 と
しては説明で きない現象 も多数報告 されてお り,そ の中 にアデノ シン受容体拮抗薬 に感受性 を有 す るATP
の応答があ る。 このATPの 応答 は,代 謝 され て生 じるアデノシ ンの効果 を消失 させ るアデノシンデア ミナ
ーゼ(ADA)存 在 下で も起 こることや ,非 水解性ATPア ナ ログがATPと 同等の効力 を有す るこ とな どの
特徴 を有 してい るが,そ の応答発現機構 は未 だ明 らかでは ない。そ こで,本 研究で は神経系モデル細胞 と
して汎用 されるNGlo8-15細 胞 における細胞外ATPに よるcyclicAMP上 昇機構の解析 を行 い,生 体内 にお
けるATPの 生理応答発現機構 の解 明を目的 とした。
NGIO8-15細 胞 におい て,ア デニ ンヌ クレオチ ドに よるcyclicAMP上 昇 は,β,γ 一MeATPやAMPア ナ ロ
グが刺激薬 として作用 し,ADAIま た はecto-5㍗nucleotidase阻 害薬存在下で も生 じた。 また,ATP結 合部位
を認識 し修 飾作用 を有す る5tp-Huorosulfonylbenzoyladenosine(FSBA)は アデニ ンヌク レオチ ドによるcyclic
AMP上 昇 を抑制 す る効 果 を有 した。1したが って,こ のcyclicAMP応 答 は,ア デニ ンヌク レオチ ドそれ 自
身が刺激薬 となる,既 存 のプ リン受容体 とは異 なる受容体 を介す る現 象 と当初考 え られた。 しか し,細 胞
外 ヌク レオチ ド代謝 につ いて詳細 に検討 した ところ,本 細胞 にお けるアデノ シン生成 に関す る酵素はecto-
5Lnucleotidase阻 害薬 の α,β一MeADP非 感 受性であ ること,ま たP2受 容体拮抗薬 と考 え られていたPPADS
は受容体 レベルで はな く細胞外 ヌク レオチ ド代謝の阻害薬 と して機 能 している ことが 明 らかになった。更
に,生 成 する アデ ノシ ンは,ADA存 在下 にお いて も,細 胞 膜上の局所 に濃縮 して存在す るこ とが見い 出
された。以 上の ように,本 細胞 ではecto-5'一nucleotidase以 外 のアデノ シン生成酵素が発現 し,細 胞外 ヌ ク
レオチ ド代 謝 によって局所的 に生成 したアデ ノシンが,効 率的 にA、、受容体 を刺 激 してcyclicAMP上 昇 を
もたらす ことが明 らかになった。本研 究結 果は,ア デノシ ン受容体 阻害薬感受性 のATP応 答惹起機構の詳
細 を明 らか にする糸口になる と考 えられ,極 めて重要 な発見 と言 える。
したが って,本 論文 は博士(薬 学)の 学位論文 として合格 と認め る。
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